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Abstract of FR2601034 
C1-INH inhibitor, or fragments thereof, 
prepared using a process for the construction 
of bacterial or recombinant clones, or of 
recombinant eucaryotic cells containing a 
cDNA which encodes human C1-INH. Process 
for the construction of the said clones or cells. 
Application especially to the detection and to 
the treatment of diseases linked to deficiencies 
in the said inhibitor and in particular of 
hereditary angioneurotic oedema. 



W M » » -m n M w « w 4|» lir 

ItMxilUTKtUBumUa^tontw i*f*> — ^-Hr'n'-t fTlMt^Mn 'vitj^ m tVtaifia Ut <ciiu-»tf kM«.T 

iw I* IIP tm l«» i- h* 



> • • * ♦ » « II ! 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=FR2601034&F=0&QPN=FR2601... 10/21/2008 



(3) REPUBLiaUE FRANQAISE 



INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETY INDUSTRtELLE 



PARIS 



^j) N" de publication : 

(ft n'utifeer que pour [es 
commondes de reproduction} 

@ d'enregistrement national : 



2 601 034 
86 09662 



51) IntCr:C12N 15/00; A 61 K 37/64; C 07 H 21/04; 
C07 K 13/00; C 12 P 19/34, 21/02. 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



22) Date de depot : 3 juillet 1986. 
Priorite : 



@ Date de la mise a disposition du public de la 
demande : BOPI « Brevets » 1 du 8 janvi'er 1988. 

(I9) References a d'autres documents nationaux appa- 
rentes : 



(71) Demandeur(s) : Fondation reconnue d'utilit§ publique : 
INSTITUT PASTEUR et Etablissement public dit : INSTI- 
TUT NATIONAL DE LA SANTB ET DE LA RECHERCHE 
MEDICALE - INSERM. - FR. 



@ Inventeur(s) : Mario Tosi. Christiane Duponchel et Tom- 
maso Meo. 



@ Tituiaire(s) 



@) Mandataire(s) : Cabinet Ores. 



Inhibiteur de I'activite de (a Cl-esterase plasmatique (Cl-inhibiteur) et d'autres enzymes proteolytiques du groupe 
des proteases a serine, son precede de preparation, acides nucleiques codant pour cet inhibiteur, methodes de 
detection d'affections correiees aux d6fauts dudit iniiibiteur d I'aide d'anticorps ou de sondes nucieotidiques et 
medicaments contenant ledit iniiibiteur de synthese. 



@ Inhibiteur C1-INH. ou fragments de celui-ci, pr6par6 en 
utilisant un proc^d^ de construction de clones bact^rlens ou 
recombinants, ou de cellules eucaryotes recombinantes conte- 
nant un ADNc codant pour te C1-INH humain. 

Proc^d^ de construction desdits clones ou cellules. 

Application notamment d la detection et au traltement d'af- 
fections correl6es aux d6fauts dudit inhibiteur et en particulier 
de I'angroeddme h^r^ditaire. 
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La presents invention est relative a un inhi'biteur 
de I'ectivite de la C1 -esterase plasriatique et d^autres enzy- 
mes prot&olytiques du groupe des proteases a serine, a son 
procede de preparation, a des acides nucleiques codant -pour 
5 cet inhibiteur, a dee methodee de detection d 'affections , 
correlees aux defauts dudit inhibiteur, a I'aide d'anticorps 
ou de sondes nucleotidiques et a des sidicaiDents contenant 
ledit inhi"biteur de synthese. 

Les differentes classes des • inhi"biteur£ de protea- 
10 ses representent une fraction importante des proteines du 

plasma et ils jouent des roles deterz-inants dans le. controle 
sp§cifique des differents processus prot§olytiques . Les mieux 
Studies de ces inhibiteurs sont les inhibiteurs ces serines- 
proteases tels que I'inhibiteur d^a-j -protease (a-; -PI ou 
15 ai-antitrypsine) • Des comparaisons des sequences proteiques 
ont conduit a la constat at ion que . 1' ovalbujsine et I'angio- 
tensinogene prSsentent, de mSme que d*autres inhibiteurs de 
sSrines-proteases que le a^-PI, des similitudes des structu- 
res primaires avec ce dernier, et que toutes ces proteines 
20 appartiennent a une meiLe faiLille f onctionnellement diversi- 
fiSe, a laquelle a StS attribuS le no3 de faaille des Serpi- 
nes ( Ser ine Proteinase Inhibitors) par CARRELL et TRAVIS 
(TIBS, 10, (1985) 20-24). 

Comme on le sait, le Cl-inhibiteur ou Cl-IlJa est 
25' une glycoprot&ine a chaine unique dont le PK est d' environ 

100000 et qui contient 355^ d' hydrates de carbone. Le CI-Il^TK a 
ete identifie a I'origir.e c6x::;e etant un inhibiteur ce la 
forme activee du prenier coniposant cu coniplenient serique CI , 
a savoir le complexe (C1q + (C1r)2 + (C1s)2)» J^- est le seul 
30 inhibiteur plasmatique connu du Cir et du C1s, qui sont les 
sous-composants enzymatiques du.CI. Ce CI-INH inhibe 
Sgalement la kallicreine du plasma, les facteurs XIa et Xlla 
et la plasmine. De plus, le C1 -IKH reagit avec les formes non 
activees du C1r et du C1s» empechant ainsi 1' activation spon- 
55 tanSe du C1 • 
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Certains Auteurs ont cherche a determiner au xDOins 
en partie la sequence du site reactif du C1-IKH hun-ain. Ce- 
pendant les informations fragmentaires dont on dispose jus- 
qu'a present sur la sequence en question, ne font apparaitre 
5 qu'une coininunaut§ structurale entre le C1-INH et les serpines 
typiques ( i-PI, lAchy, AT III, ovalbumine, angioter.sino- 
gene) limitee a 1 ' emplaceiDent du site reactif dans la partie 
cartoxyterminale de la molecule (of. SALVESEi; et Al . , TKL 
JOURKAL OF BIOLOGICAL CKEKISTRY, Vol. 260, 4, 25 revrier 
10 1985, p. 2452-2456); de plus, les 40 rSsidus aminotersinaux 
du CI -INK humain decrits par HARRISGZ; (BIOCHEKISTRY , 22, 
1985, p. 5001-5007) ne presentent pas d'homologie sequen- 
tielle significative avec les serpines connues. 

Or, il est d'une importance detersinante ce pouvoir 
15 identifier la sequence du C1-IKH et ses liens avec les autres 
- ou d' autres - serpines : en effet, coinme on le salt, des 
taux insuffisants de 01 -INE f onctionnel dans le seru=. humain 
sont a I'origine d'une affection hereditaire grave, transmise 
comme caractere autosomal dominant, I'angioedeme hereditaire 
20 (HAE)» Cette affection se. traduit par des crises paroxysti- 
ques d'oedeme localise qui sont particuliereisent graves lors-- 
qu'elles affectent les muqueuses gastro-intestinales et les 
muqueuses des voies respiratoires aSriennes supSrie-ares. Les 
crises qui atteignent le larynx comportent un taux de morta- 
25 lite §leve par asphyxie- 

On a introduit avec succes des traitements prophy- 
lactiques de I'KAE a I'aide d* agents horconaux (andrcgenes a 
fai"ble pouvoir virilisant) et d'ager.ts antif ibrinoly-iques 
(acide tranexamique) . Cependant les traite=.ents horr:naux 
50 sont mal toleres par les feniLes et contre-indiques chez les 
femaes enceintes et les enfants en cours de croissar.^e, 
etc De plus, les agents androgeniques et les agents 

antifihrinolytiques sont peu efficeces lorsque la crise a de- 
ja commence. 

35 II a done ete propos§ de remplacer les traitements 
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hormonaux et antif ilDrinolytiques par un traitement constitue 
par une preparation de C1-INH partiellement purifiee obtenue 
a partir de plasma humain (cf , GADIK et Al. TKE NEW Z?;gLAND 
JOURNAL OF KELICINE, Vol. 502, 10, 6 Mars 1980, 
3 p. ^42-546). Or si lea prgparationa de CI^INH conatituent le 
traltement de choix de ce type d* affection, les q^uantitSs de 
Cl-INH d'origine plasmatique humaine susceptibles d'etre col- 
lectees sont necessairement limitees et, surtout, leur fiabi- 
lite depend de la qualitS du contrSle visant a exclure toute 

10 contamination virale. 

II est done necessaire de pouvoir disposer d'autree 
sources de C1-IKH a la fois pour persettre une meilleure coin- 
prehension des proprietes fonctionr.elles du C1 -IKH et pour 
disposer d'une source d' agent thSrapeutique constants et sans 

15 aleas. 

C'est pour atteindre les tuts ainsi dgfinis que les 
Inventeurs se sont tournes, pour acquerir une meilleure com- 
prehension des propriStes f onctionnelles de la protSine qui 
constitue le CI -IKH et pour developper une source alternative 

20 de C1-I1TK en tant qu* agent prophylactique et therapeutique du 
KAE, vers la production des peptides du C1 -1KB par genie ge- 
netique* Une autre application coiLrerciale d'une source al- 
ternative de Cl-inhihiteur serait dans le doaaine du dosage 
imniunochiinique de cette proteine dar*s le serum humain. Ce do- 

25 sage fait partie de la routine du diagnostic de I'angioedeme 
soit hgreditaire, soit acquis, le C. -inhihiteur prepare a 
plus grande echelle et sans contanir.ation possible due a 
d*autres protSines plasmatiques pcurrait §tre utilisS dans le 
dosage immunochiitique par competition et d' autre part facili- 

50 terait la production d»anticorps specif iques a utiliser dans 
le dosage direct. 

La prSsente invention a pcur objet le CI -inhibiteur 
ou des fragments de celui-ci pr§parSs en utilisant un procedS 
de construction de clones bacteriens recombinants ou de cel- 

55 lules eucaryotes recombinantes contenant un ADK corplemen- 
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taire " ADKc"codant pour le Cl-IKH huznain. Conf ormenient a 
1' invention, ledit procSdS fle construction de clones est ca- 
racterisS en ce qu'il comprend les etapes suivantes : - une 
premiere etape qui consiste a extraire I'ARN total de frag- 
5 ments de foie hunain preleve post-aortem; - une deuxieme eta- 
pe qui consiste a isoler I'ARN polyadenyle, par chroicato- 
graphie sur du Poly (U )-Sephadex , suivie d'elution a 42*C par 
du formainide a 5^0^; - une troisiene etape qui consiste a de- 
naturer I'ARK polyadenyle, par de l*hydroxyde de methyl- 

10 mercure et a le fractionner par sedimentation par un gradient 
isocinetique de saccharose de 10 a 3356 poids/volume ; - une 
quatriece etape qui consiste a identifier les fractions d'ARK 
qui sont enrichies en messagers codant pour le C1-IKH; - une 
cinquiei:e etape qui consiste a syr.thetiser de I'ADKc double- 

15 brin a partir d'une fraction d'ARi; enrichie en ARK messagers 
codant pour le C1-INH, en rendant une extrSmite de l*ADKc 
homopolymere et en 1' integrant dans le vecteur pUC9 a extre- - 
mite poly(dG), puis en introduisant les plasmides recomhi- - 
nants formes, dans des hactSries Z. coli competentes; - une 

20 sixieme etape qui consiste a critler les bactgries qui posse- 
dent 1' information genitique necessaire a la production du 
C1-IlvH et a isoler les clones d'A^Cc qui cedent pour le 
C1-IKH humain. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefSrg du proc§d§ 

25 cie preparation de clones d'ADNc codant pour le CI -IKE, le 

■ criblage des clones recombinants a ^t^ r&lis^ a I'aicb d'un nelan- 
ge marcue ce huit icosameres synthetiques couvrant les amino- 
acides LVTZVQQ, qui sont une partie du peptide sequence et 
positicnn§ par SAIVESEIT et Al. (Loc- cit§) au site reac- 

30 tif, a proximitS de l'extr§mit§ carboxyle de la proteine, 
lesquels icosaceres synthetiques sont constitu§s par des 
oligonucleotides de formule A ci-apres : 

r d-t-g-t/c-t-g-c-a-c-t/c-t-c-a/g-a-a-g-a-c-c-a' 

35 (A) 
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qui constitue une sonde DolScuIaire synthetique pour le 
C1-INH buaain et d'autres nasnifgres. 

La presente invention a, en outre, pour otjet la 
sequence en nucliotidee codant pour tout ou partie du 
5 Cl-inhibiteur, les ADM recombinants et les clones contenant 
lesdits ADH, obtenus par le procedi jnis en oeuvre. Les clones 
codent pour au moins une partie de I'inhibiteur C1-:nh huaain 
ou d'une protgine tres voisine de ce dernier par sa structure 
primaire ou son activite biologtque. 

10 L' invention couvre egalenent tant la sequence nu- 

clSotidique et en acides aminSs corplHe du C1-inhititeur que 
les fragments de celui-ci caractirisSs par les sequences por- 
teuses de I'activite biologique de ce dernier. L'invention 
couvre, de mSme, les variants nucllotidiquee du gene codant 
pour le C1-inhibiteur , permettant la synthese d'un produit 
d' activity similaire au Cl-inhibiteur. 

Conformiment ^ 1- invention, les clones sont consti- 
tues par un plasmide dgnomme pHC1-IKH/i, deposg a la CNCM de 
I'Institut Pasteur en date du 25 Juin 1986 sous le K* I-573. 

20 Ce plasmide contient la sSquence representee a la Figure 1 
annexie. 

L- invention couvre 6galer,ent les constructions 
obtenues en mettant en oeuvre un plasmide d- expression ou 
des phages de type AgtH dans le cas ot l'h6te est un pro- 

25 caryote, par exemple E. coli. Dans le ,cas o& l'h6te est une 
cellule eucaryote animale (cellules Vero par exeit«,le) ou une 
. levure, perinettant les modifications post-traductior.nelle = 
correspondantes a la proteine naturelle (glycosylation pa- 
exemple), on peut utiliser des vecteurs viraux tels que le 

30 KSV (herpes), le virus de vaccine, le BPV (bovine papillo- 
mavirus) ou I'HPV (human papillomavirus), contenant la s6-. 
quence nucl^otidique codant pour le Cl-inhibiteur ou un 
fragment de celui-ci. Toutes les techniques permettant de 
transferer les ADN recoinbinants codant pour tout ou partie 
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du Cl-lnhiblteur constitu^ par un plasmlde selon 1" inven- 
tion, ^ un autre syst^me d'expression (phages, virus, etc..) 
sont connues de I'homme de I'Art. 

Selon un mode de realisation prefere des clones 
5 conformes a 1' invention, ceux-ci sont caracterises en ce 
qu'ils prSsentent une B§quence de nucleotides de leur ADNc 
insere qui code pour la phase de lecture ouverte (ORF = open 
reading frame) de 288 codons qui r§pond a la formule repre- 
sentSe a la Figure 2 annexee. 

10 Selon un autre mode de realisation prefere de 1 'in- 

vention, le CI-INH prisente^une sequence d » amino-acides d§fi- 
nie a la Figure 5 annex§e, laquelle sequence est deduite du 
plasmide pHC1 -INK/1. 

Outre les dispositions qui precedent, I'irvention 

15 coE.prend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre. 

Pour la mise en oeuvre de 1* invention, on precede 
. comme suit : 
(a) Preparation d'ARN de foie 

20 fragments de foie humain prSleve post-rortem 

sont ajoutes a de 1* azote liquide dans un mllangeur et sont 
reauits en poudre fine. L'AR17 est extrait par la techrilque 
d'AUFFRAY et ROUGEOK (Eur. J- BIOCHZM. 107 (1980) p. 303-324) 
au chlorure de lithiuc/uree. L'ARN polyadenyle est isole par 

25 chromatographie sur Poly{TJ)-Sephadex, I'elution gtant reali- 
sSe a 42*C avec du formamide a 30fi. L'ARN polyad§nyl§ obtenu 
est denature par de I'hydroxyde de cethylmercure (10 rK) et 
fractionne par sedimentation eur un gradient isDoir.lt: que ce 
10-33^ poics/vcluiLe de saccharose. 

30 (b) Traduction en milieu accellulaire et imtnunoseleczior. . 

Du lysat de reticulocytes de lapin a 6t£ prepare 
et mis en oeuvre conf orm^emnt ^ la technique de PELEAM et 
JACKSON (HJR. J. BIOCHEM. 67 (1976) p. 247-256) rodifiee par ZOSZ et 
Al. (IMMJNC2L. REVIR^S. 78, (1985) p. 15V183), las imtunos^lections ant 

35 ete r&lis&s canfconfinsait & la nithocte de SfiLERNO et Al. (PROC. NATL. 
ACAD. Sci. USA, 81, (1984) p. 110-114) avec ^s anticotps anti-Clr ou 
anti-CIs fixds h du Proteins A-S^harose. 
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(c) Construction d*une banque d*A0Nc de foie humain. 

De 1*ADN double-brin a €t6 synth^tis^ k partir 
d*ARN fractionn^ sur un gradient de saccharose, en utilisant 
la m^thode de GUBLER et HOFFMAN (GENEr 25 (19B3) p. 263- 
5 269) . Oil honcpolymSrise une extr^mit^ de I'ADNc et on insure 
celui-ci dans le vecteur PUC9 d^crit par VIEIRA et MESSING 
(GENE 19 (1982) p. 259-268) k extr^mit^ en poly(dG), en uti- 
lisant les mdthodes d^sormais classiques d^crites par MA- 
NIATIS et Al. dans leur manuel de laboratoire intitule 

10 "Molecular Cloning" paru en 1982 aux Ed. COLD SPRING HARBOR 
LABORATORY* Des bact^ries E. coli 5X (HUBACEK et GLOVER, 
J. MOL. BIOL., 50, (1979), p. 111-127) ou la souche E. coli 
HB101 (BOLIVAR et BACKMAN, I'lETHODS ENZYMOL. 68, {1919), 
p. 24 5), rendues comp^tentes (HANAHAN, D. , J. MOL. BIOL., 

15 166 (1983), p. 557-580) sont utilisdes pour la realisation 
de la banque d'ADNc qui comprend 50000 tranrif ormants inde- 
pendents et qui est amplifi^e environ 500 fois. Apres une 
6tape d' amplification, la banque d'ADNc est conserv^e 
sous forme d' ^chantillons congel^s en presence de 15 % de 

20 glycerol. 

L'ADNc double-brin a 6t6 synth^ti.Se, corjine indi- 
qu^ plus haut, par la m^thode de GUBLER et Al . et insure 
dans le site PstI du vecteur pUC9 comportant une extr^mite 
poly dG. 

25 (a) Criblage a l*aide d*une sonde moliculaire 

Des aliquot s appropri§8 de la banque d^AIrNc ai&pli- 
fiee, representant au total environ 20000 colonies (eventuel- 
lenent conserves jus<iu'a I'emploi, par congel£-:icr. rapide 
dans un bouillon L contenant 15^ de glycerol) cr.-: ete nis 

30 sur g^lose a raison de 5000-1 OOOC bact§ries anj ioilline- - 
resistantes par plaque (NUNC, de 22 x 22 ce) et ':ransf§r§s 
sur des filtres de Nylon (de marque PALL-BIOr-Yirz!. -:ra:.t§s 
ccnxe decrit dans KAKIAZIS et Al- (Loo- cite). 
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Le criblage des clones de C1-1NH a &t6 rSalise a 
l*aide d'un melange de huit icoBameres 8ynth§tlB§8 par la 
technique de la phosphoramidite, a I'aide d'un eynthetieeur 
d'ABK (fourni par APPLIEP BIOSYSTEMS, reference 380A) et 
portant un marquage terminal par la ( -52p)Aa)p et la T4- 
polynuclSotide-kinase (HANIATIS et Al. Loc. cit§}. Ce mSlange 
marquS couvre les amino-acides LVPEVQQy qui sont une fraction 
du peptide sequ-ence et positionne par SALVESEN et Al . 
(Loc. cite) au site reactif, a proximite de I'extrenite 
carboxyle de la proteine. Les oligonucleotides qui le compo- 
sent ont ete isol§s dans toute leur longueur* apres marquage , 
a partir d*un gel acrylamide 205^/uree 8K, puis purifiSs sur 
du SEPHADEX G10 (fourni par PHARMACIA)- 

Le choix pour cette sonde oligonucleot idique , d*une 

sequence 

rC-T-G-T/C-T-G-C-A-L-T/C-T-C-A/G-A-A-G-A-C-C-P 
a ete determine par la prise en consideration de toutes les 
possibilites de codons pour les trois amino-acides internes . 
(F, E et Q) avec une dSgenirescence de deux codons. 

Les filtres utilises pour le criblage ont ete pre^ 
hj'brides dans un tampon comprenant 90 mF. ae Tris-ECl 
(pH 7,5), 6 mM d'EDTA, 0,9 K de KaCl, 0,1.* de Ua DodS04, 
400 ug /ml d'ARi; de levure, 5x de solution de Denhardt (0,15^ 
Ficoll, 0,15^ polyvinylpyrrolidone, 0,15^ B3A) et 100 v^g/El 
d'ADN d'E* coli fragmente et denature. L'hybridation des fil- 
tres a ete realisee a 57* C pendant 8 heures dans un tampon 
analogue, cependant depourvu de solution ce Denhardt et 
d'ABK Q'E. coli, puis la sonde d' oiigonuslSotide a St§ 
a;out§e a une concentration de 0,2 picor:les/nl 
(4 X 105cpm/ml). Les filtres ont ete soi^neusement laves a 

dans du tampon contenant 0,9K I^aCl, 90 nK citrate de 
sodium, 0,15^ Na DodSO^.. 
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Apris deux eSries de cribla£eB, douze colonies po- 
sitives ont ete isolees et leur ADK de plasmide a §t€ analysi 
par coupure par les endonuclgases de restriction PstI ou 
Pvull. 

5 Les hybridations effectuSes avec la sonde molecu- 

laire synthStique conforme & !• invention ont permis d* identi- 
fier dans les clones de C1-1NH un petit fragment obtenu par • 
digestion avec PstI d» environ 140 bp qui contient des sequen- 
ces complementaires de ladite sonde eynthetique. 

10 (e) Analyse de la sSquence 

On a dresse la carte des sites d'endonuclease de 
restriction de 1' insertion du clone CNCM IV 1-575 meritionnS 
preced eminent pHC1-IKH/l, par znarquage terminal et digestions 
partielles conformement it la mSthode de SMITH et BIR:;siiel 

15 (Kucleic Acids Res., 3, (1976) p. 2387-2396) comse cela est 
Eontre a la Pigure 4 annexes. Les deux brins de chaque frag- 
ment PstI ont §te sous-clones dans le vecteur M1 3/inpe (decrit 
par KSSSING et VIEIRA, Loc. cite) et sequences a l»aide de la 
"mSthode au dideoxy" de SAl^GER et Al. (Proc. Natl. Acad. 

20 Sci. USA, 74 (1977) p. 5463-5467). La sSquence a gte verifi§e 
par sous-clonage et sequengage des fragments figurant en 
hachure dans la Pigure 4. 

La sequence d« aminc-a aides d^duite du plasmide 
pEC1-IKH/l confirme la prSsence de 5 rgsidus YARTL (Valine, 

25 Alanine, Arginine, Threonine, Leucine) restants du peptide 
sequence par SALVESEN et Al. (Loc. cit§) et non couverts par 
la sonde synthetique de formule A. A titre d'exeaple, on peut 
se reporter a la Pigure 1 . 

La sequence d'aiTiino-acides autour du site reactif 
est haute-ent specifique de chaque inhibiteur de serine- 
prcitease; c'est pourquoi la parfaite concordance de la se- 
quence d'amino-acides obtenue confirme que le plasmide 
pHd-IKH/l code pour une partie de 1' inhibiteur de C1 humain 
ou pour une partie d'une proteine etroitement apparentge a 

2^ cet inhibiteur par sa structure primaire. 
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(f) Selection de I'ARNic par hybridation avec de I'ADK de 
plasnide immobilise 

La preuve que le clone pKC1-IKH/l non seules-ent 
correspond bien a une prot§ine apparentee a C1-IKH naisqu'il 
5 B'agit effectivement de celle identifiee par I'antiserun;, a 
ete obtenue par l^ieolement des ARK tessagers correspondantc 
h la sSquence portee par le plasmide pHC1-IKH/l- De 1'AM; de 
plasmide denature linearise (10 ^g) fixe sur de la poudre de 
cellulose a ete agite a 50'' C pendant 15 heures en presence de 
10 400 VB d'ARK de foie total dissous cans 200 vl d'une solution 
de formamide a JOjf contenant de I'Eepes de sodiua (50 nK, pH 
7,5), du NaCl (400 mK) , de I'EDTA (1 nK) et 0,2% de Loa£04 de 
sodiiuD. La poudre de cellulose a ete lavee a 5 reprises a 
40' C par 2 ml de la solution ci-dessus sans formaaiide et con- 
15 tenant 50 mK de MaCl, et a 5 reprises a 65" C dans cette der- 
niere solution dans laquelle I'Hepes de sodiuia avait §t§ 
abaisse a 10 mK et le KaCl augmente a 150 mK. Apres devix la-, 
vages supplement a^ires dans cette solution sans DodS04 de Ka, . 
I'ARN a §te elu§ par incubation de la poudre de cellulose 
20 trois fois dans 100 -jil d'eau sterile contenant de I'ARNt de 
foie de veau (7 izg) et de I'hydroxyie de mSthylmercure 
(10 mK) . L'ARK a §te traite par du 2-:riercapto§thanol (30 ilK) 
avant de le precipiter par de l'ethar*ol. 

La Figure 5 annexee represente la traduction in 
25 vitro d^ARNm sSlectionn§ par hybridation sur le plas-ide 
pKC1-INH/l, obtenue par hybridation d'ARK de foie total 
(400 Vg) a 10 vig d'ADi; de plasnide recombinant denature fixe 
par covalence a de la poudre de cellulose : I'AHK elue est 
traduit dans un systeme acellulaire, co2:i:e indique plus 
3Q haut. Le fluorogramme , reprSsent§ a la Figure 5, d'un gel de 
PA-SDS a 12,5?S reprSsente les polypeptides produits en 1» ab- 
sence d'ARN exogene (colonne 1) et ceux synthetis§s par 
l*ARlto selectionne a l»aide du plas-ide pHC1-IKE/l (colon- 
nes 4 et 5). Alors qu'un quart des rroduits de traduction de 
3^ l*ARI}m hybrids Bglectionn§ est charg& directement sur la co- 
lonne 4» les produits restants de cette traduction sont 
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iiniDunoB§lectionn§B par dee anticorps anti--C1«INH (colon«- 
ne 5). La colonne 3 represente une iiLi:anoBelection tfenoin de& 
produits de traduction de I'ARK total, par les memee anti- 
corps anti-CI-INH. ComiDe le montre la Figure 5, lea tessagers 
5 qui s'hybrident au plasmide pHCl-IKH/l dirigent la synthase 
de polypeptides qui migrent conjointement avec la protSine 
precurseur du C1-INH precedemment identifiee» representee a 
la colonne 4, et sont reconnus par des anticorps ant i-Cl -13;k • 
(colonne Le plasmide pHC1-Ii:H/l iaentifie done dar*s le 

10 foie humain une seule espSce majeure d'AR3«E. qui est traduite 
in vitro en polypeptides de taille honogene, qui prisentent 
une reaction antigenique avec un antis§rura C1 -INH-specif ique • 
(g) Examen des homologies de sequence du C1-IKH et ce jLectres 
de la famille des serpines 

15 Une comparaison de la sequence du C1-IKH deduite du 

clone pHC1-IKH/l conforme a 1' invention avec les sequences de 
1* ai -antitrypsins (a^-PJ) et de !• antithrombine III humaine 
(AT-IIl), fait apparaitre une identite de 27J^ des aniino- 
acides eritre le C1-INH et l^a^-PI et une identitS un peu 

20 moindre entre le C1-INH et I'AI-III (239^). 

La constatation d'une parer.te de structure entre le 
C1-IKH et l»ai-Pl permet d'utiliser la structure triiiaen- 
sionnelle connue de la forme clivee ce cette derniere protei- 
ne comme xnodele de premiere approximation pour le C1-IKH. De 

25 meme, les informations relatives a la pathologie moleculaire 
des deficiences d»a^-PI qui sont donnees par la litterature, 
fournissent egalement un modele pour 1* etude des forces dys- 
fonctionnelles du C1-INH. 

En outre, les sondes r.oleculaires pour le C'-Ii;!-: 

30 humain sont susceptibles de con*? ibuer dans une mesure inpcr- 
tante a la comprehension au niveau n.cleculair e , des diffiren- 
tes formes d'HAE qui resultent des ta-JLx insuffisants d*=? 
C1-IKH dans le serum, et a I'Stuie de la rSgulation du gen** 
normal. 
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Enfln, iee peptides de CI-IKH produite par genie 
ggngtique devraient permettre le developpenent de medicaments 
pour le traitement pr§ventif et le traitement de crise des 
HAE. A titre indicatif , on peut utiliser la sequence sui- 
5 vante : 

SIKEKLEPFDPSYDLNLCGLTEDPDLQVSAMQHQTVLELTET 
GVEAAAASAISVARTLLVFEVQQPFLFVLWDQQHKFPVFKGRVYI;PRA 
L' invention sera mieux coaprise a I'aide du comple- 
ment de description qui va suivre, sui se refere a des exea- 
10 pies de mise en oeuvre du procSde ot:et de la presente inven- 
tion. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exem- 
ples de mise en oeuvre, sont donnes uniquenient a titre d»il- 
lustration de I'objet de 1* invention, dont ils ne constituent 
15 en aucune maniere une limitation. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 - PREPARATION D'ADN RECOMBINANT CODANT POUR LE 

C1-INH HUMAIN 
lere Etape : Preparation d'ARN de foie 
20 i^es fragments de foie huniain preleve post-morten ont ete 

ajoutes a de I'aaote liquide dans un mSlangeur et ont 
ete reduits en poudre fine, I'ARi; a ete extrait par la 
methode en chlorure de lithium; /uree (AUFFRAY et HOUGEOK, 
1980). Ii'ARN polyadenyle a ete isole par chronatographie 
25 sur du Poly(U)-Sephadex, conforcSment aux instructions 

du Fournisseur. (BETEESDA RESEARCH LABORATORY) sauf que 
I'elution a §t§ effectuSe a 42*0 avec du formaside a 
505^. 

L'ARN polyadenyle a ete denature par 10 eK d'hydroxyde 
30 de mSthylmercure et fractionne par sedimentation sur un 

gradient isocinStique de saccharose a 10-35^ poids/vo- 
lume* 
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' Conetructlon d'une banou e d'ADKc de fpie humaln 

enrlchl 

De I'ADHc double-brin a et€ synthetisS a partir de 8 mi- 
crogramiDeB d'ARN fractionng par le gradient de saccha- 
rose, confomSment a la ngthode de GUBLER et HOPPKAN 
(1983). Des procSdupes standards ont €te Dises en oeuvre 
(MAKIATIS et Al. 1962) pour obtenir de I'ADKo a extriiLi- 
tgs hoDopolymeres et I'inserer dans le vecteur p'JCg a 
extrgmite Poly(dG) (VIERA et MZ2SIK3, 1932). Des bacte- 
ries E. coli 5K coEpStentes ont gt§ preparSes conformg- 
ment a HAMAHAH (1983) pour rgaliser un banque d'ADHe. On 
peut ggalement utiliser la souche E. coli HB101 (Rgfg- 
rence : Methods Enzymol., 1979, 68 Bolivaretal) . ' 
La banque d'ADKc, qui comprend 500OO transf ormants indl- 
pendants a ete amplifiSe environ 500 fois et des ali- 
quots sent rapidement congelgs cans du bouillon conte- 
nant 15!^ de glycgrol. En vue du criblage, 5000 a 10000 
bactSrles ampicilline resistantes ont ete placges sur 
des plaques NUNC (de 22 em x 22 cm). Les colonies ont 
gte transferges sur des filtres de Nylon "Pall-Biodyne" 
prialablement traites coame dgcrit par MAKIATIS et Al. 

= 5^ Criblage par des oliaon uclgotides synthetioues 

Un Bglange radiomarqug de 8 ioosameres couvrant les 
aaino-acides XVFEVQQ a Stg synthgtisg par la technique 
de la phosphoamldite, a I'aide d'un synthStiseur d'ADK 
(APPLIED BIOSYSTEKS 380 A); apres marquage terminal par 
la ( -52p)ATp la I4-polynuclgDtide-kinase, les oligo- 
nucleotides ont St.g isolis II partir d'un gel d'acry- 
lamide 20^/urge 8M. Le criblage & Itg rgalisg avee des 
filtres prghybrides cans un tampon contenant 90 de 
Iris-HCl (pK 7.5), 6nM d'EDTA, C,9 K de KaCl, 0,1,^ de 
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Ma DoaS04, 400 ug/ffil d'ARli de levure, de la Bolution de 
Denhardt et 100 ve/nl d'ADN d*E. coll fragmente et d§na- 
tvir§, puis hybrides pendant 8 heures a 37* C dans le mSme 
tampon sans solution de Denhardt ni ADW d'E. coli, avec 
addition de la sonde oligonucl§otidique a une concentra- 
tion de 0,2 picomoles/ml (4 x 10^ cpm/nil), apres quoi 
les filtres ont §t§ laves a fond a 37* C dans du tampon 
contenant 0,9 K de KaCl, 90 oK de citrate de Ha, 0,1^ de 
Na DodSO^. 

Apres deux series de criblages, douze colonies positives 
ont Ste isol§es et leur ADK de plasmide analyse par cou- 
pure par les endonucleases de restriction PstI ou 
PvuII. Les hybridations avec le meme melange d' oligo- 
nucleotides que ci-dessus ont demontre que dix aes douze 
clones probables de C1-INH ont le rnSme petit fragment 
obtenu par digestion par PstI, de l*ordre de 140 bp, qui 
contient les sequences complementaires a la sonde oligo- 
nucleotidique conforme a 1* invention. Seul le clone 
pHC1-IKH/l, qui contient I'insertion la plus longue, a 
gte ensuite analyse pour dresser la carte de ses sites 
de restriction et pour determiner sa sequence en nucleo- 
tides- 

4eme Etape : Selection de I'ARKc par hybridation par de I'ADir 
de plasmide immobilise 
10 vg d^ADN de plasmide dgnaturS lin§aris§ fixe a de la 
poudre de cellulose ont Ste agites a 50' C pendant 
15 heures en presence de 400 v^g d*AH!7 total de fcie iis- 
sous dans 200 yil d'une solution de formamide a 5C< con- 
tenant 50 mK ce tampon Hepes de IJa, pH 7,5> 400 ny. te 
RaCl, 1 d'ZDTA et 0,25^ de Ka D0CSO4. La poudre de 
cellulose a ete lavee 5 fois a 40* C, par 2 ml de la me- 
me solution toutefois depourvue de formamice et cor. Te- 
nant 50 mK de IvaCl, et 5 fois a 65*C dans cette cerr.iere 
solution ne contenant plus que 10 mK d 'Hepes de IJa et 
dans laquelle le KaCl avait et§ port§ a 180 mK. Apres 
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deux lavages finaux dans cette solution d^pourvue de 
Na DodSO^ 9 1*ARN a €t6 61u6 par incubation de la poudre 
de cellulose 3 fois dans 100 jil d'eau sterile contenant 
7 d'ARNt de foie de veau et 10 mil d'hydroxyde de 
5 m^thylmercure • L*ARI3 a ^t^ traits par 30 mM de 2-inercapto- 
dthanol pr^alablement h sa precipitation par de I'^thanol. 
EXEMPLE 2 - SYNTHESE D'UN POLYPEPTIDE D'ACTIVITE SIMILAIRE 
AU C1-INH 

L'ADN recombinant const itud par le plasmide pHC1-INH/l 
10 selon 1* invention permet la production dans E. coli de 

polypeptides correspondant h une partie du C1-INH et 
contenant le site r^actif- Pour mettre en oeuvre la 
production de ces polypeptides, on precede aux Stapes 
suivantes. 

15 Ifere Etape . - Transfert de 1' insertion du plasmide pHCI-lNH/l 
ou d'une partie de cette insertion dans un 
vecteur sp^cialeinent congu pour une production 
optimale de la prot^ine C1-INH > 
Plusieurs vecteurs de ce type sont disponibles et leur 
20 mode d" utilisation est connu. A titre d'exemple, on peut 

utiliser des vecteur s qui portent un promoteur fort dd- 
riv^ du bacteriophage Lambda (ZETTLME I SSL et Al . , Gene 
41, (1986) p. 103 ; CROWL et A1-, Gene 38^ (1985) p. 
31). 

25 2feme Etape - Dosage quantitatif et qualificatif des peptides 
Ct-INH produits par g^nie g^n^tique . 
Ce dosage se fait par exemple par marquage de cultures 
bact^riennesr contenant les plasmides recombinants, en 

30 utilisant des acides amines radioactifs. Les polypepti- 

des C1-INH sont mis en evidence par immunopr^cipitation 
avec des anticorps anti-CI inhibiteur, suivie par 
PA-SDS gel ^lectrophor^se • Des m^thodes imiriunoenzyma- 
tiques peuvent ^galement etre utilis^es. . 

35 L* activity des peptides contenant le site reactif du. 

CI-INH'est d^terminfe en dosant leur oouvoir de fixer 



un des substrats naturels du CI-INH, par exemple le C1s» 
Dans le cas oh 1* activity des peptides C1-INH produits 
dans la bacteria E. coli se r^v61ait trop faible, on 
mettrait en oeuvre 1 'expression de la prot^ine CI-INH 
dans des cellules eucaryotes (de levures ou de mammi- 
fbres) 9 comme d^j& indigu^ pr^c^denunent, afin d' assurer 
les modifications post-traductionnelles de cette pro- 
t€ine. 

EXEKPLE 3 - DTILISATIOK DU C1-INH OrTEKU SELOK L'lKVEKTIQK 
POUR LE DOSAGE DAWS LE SERUK DU C1-INH NATUREL 
Le Cl-inhibiteur obtenu selon I'invention est utilis§ 
comme antigene afin d'immuniser des anicaux en vue d'ob- 
tenir des anticorps polyclonaux ou monoclonaux (prepara- 
tion d'hybridomes selon la technique de Kohler et 
Kilstein, Nature 1975)« Ces anticorps permettent le do- 
sage du C1-inhibiteur naturel* 

EXEKPLE 4 - COFFRET DE DIAGKOSTIC 

Un mode de realisation d'un coffret de diagnostic con- 
forme a 1* invention peut contenir : 

- une gamme standard de C1-inhibite"ur, 

- solution tampon (borate par exemple), 

- des anticorps monoclonaux de souris ou polyclonaux de 
lapin anti-C1-inhibiteur, 

- des anticorps anti-C1 -inhibiteur marques par marqueurs 
enaymatiques ou fluorescents ou radioactifs, par exen- 
ple, 

- le (ou les) substrats necessaires a la revelation du 
marqueur par exemple de I'activite ensymatique dans le 
cas d'un ELISA. 

ZXZMPLE 5 - USILISATIOK DU CI-IKHIEIIEUH rC'J- LZ TF.AITEKEKC . 
DES KALADES 

Le C1-inhibiteur ou un fragment de celui-ci por- 
teur de I'activite peut etre adcinistre aux malades com- 
me midicament. "One solution de C1-inhibiteur ou un frag- 
ment de celui-ci est preparS dans un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable. Le traitement peut se faire par 
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voie intraveineuse ou par inhalation avec un aSrosol 
contenant une suspension du prodult actif . La dose acti- 
ve est determinee au cas par cas. 
EXEKPLE 6 - DIAGNOSTIC A L'AIDE DE SOKDES D^ADN OU D'ARU 
5 La sonde conforme a la presents invention qui est repre- 

sentee a la Figure 1 et les sondes obtenues contenant 
cette sequence ou une partie ce celle-ci peuvent etre 
utilisees pour detecter les variations structurales des 
genes, ou des messagers codant pour des formes defec- 
10 tueuses dud it inhibiteur. 

Les techniques mises en oeuvres sont : 

- prelevement des cellules des sujets a risque, 

- extraction de I'ADN g§noniicue, 

- coupure de cet ADN par des enzyaes de restriction 
15 appropri&s, 

- separation des fragments d*ADN obtenus par §lectro- 
phorese et transfert de ces fragments sur une membrane 
et hybridation avec la sonde ADN ou ARN marquee par un 
marqueur radioactif ou enzyr^atique par exemple, 

20 - revelation des produits d' hybridation par autoradio- 

graphie en cas d'utilisaticn d*une sonde radioactive. 
Cette technique est connue sous le nom de technique de 
Southern (Southern blotting), 
L* analyse des rgsultats par rapport St des temoins nor- 
25 maux et a des t§moins malades, de preference appartenant 

a la meme faniille que le su^et teste, permet d' identi- 
fier les porteurs de cette naladie gSn§tique. 
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REVENDICATIOWS 

1) ADN recombinant, caracteriB§ en ce qu'il code 
pour au moins une partie de I'inhibiteur CI -INH ou d'une pro- 
teine tres voisine de ce dernier par sa structure primaire ou 
Bon activlte biologique. 

2) ADN recombinant selon la revendication 1, carac- 
tferisS en ce qu'il code pour au moins une partie de I'inhibi- 
teur CI -INH humain ou d'une protiine tres voisine de ce der- 
nier par sa structure primaire ou son activite biologique. 

3) ADK recombinant- selon la revendication 1, carac- 
t§rise en ce qu»il est constitue par un plasmide denomme 
pHCI-IKH/1, d§pose a la CKCK de I'Institut Pasteur en date du 
25 Juin 1986 sous le K* 1-573- 

4) ADN recombinant selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il presente une se- 
quence de nuclSotides de son ADKc insSre, qui code pour la 
phase de lecture ouverte de 288'Codons qui rgpond a la for- 
mule ci-apres : 



10 10 JO «p 90 kt 10 m 9c 100 no iso 

|iP«»AllltlItTVtAE »Tli|i» 1 •ILLDBirtBftlYlLllA 

f »i r >> r ii cr i6*cccci»CT«atfCTMm*etccwc6tc crc fc> fi i* f >cc*/i C **CMCA 

IJO 140 ISO »0 lie I BO ItO 100 210 120 230 2«0 

IVLtA>VKTtVOrKBTll;CrrMri»l?Xt«TltH*l»KTrT 

TMCMeCTCtftCCCWICCAACAauaiTTTCATCCritnilMrrirUTgMCCCTTTCACTnJUUU^ 

2M 2*0 1?0 lao 2M 300 310 330 3)0 »«0 3M >ftO 



ALtrSVrR«IKBBll|itKrcrill.Tir>I>VTT»C»IILIl 

«cTCTCAccccnctBTmoumutcAi06tfAUciGC«4»ffRauLcmcACcccACictccrManAceca^ 

«K wo MO »30 »30 }4; 5S0 MO STC MO SIC ftOO 

It L I 1 t r r trt TOLPlCCLTE&rBLQTtAHCiqTtLtUTCT 
UinCMiMriCCAATKnUkTTrnmiCtQACmiMCrCKKGG^ 

• 10 UO * UO 040 ^90 tc; 070 AIO 1*0 200 110 220 



CfEAAAAlAII HAlTl.tVlt% COl y 



kCCACCACCACAMTTCCmrcneAT 
•20 130 IM 



SGCCC6ACTAU1CACCCOICCCCC 
•»0 MO 
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5) Sequence d'i»cides amin^B dfdulte du plasmide 
pHCI-XNH/1 selon Im revendication 3, caractfris^e en ce 
qu*elle rCpond h la formule ci-apres : 

5 "TKGVTSVSQlFHSPOLAlROTFVNASRTltSSSPRVlSNKSOAKLtllHTWVAKNTHN 
KISRLIOSI PSOTRL VLlKAm SAKWKTTFDPKKTRKEPFHFKNSVIKVPIWNSKKYPV 
^ ^ AHF IDQTl KAK V6QL Ql SHNL SL V 11 VPQKl KHP.l IDKE QAL SPSVFKAIMCKL EKSKFQ 

PTllTlPRlKVnSQDW.SlHEKLEFFOFSYDLNLCGnEDPDLQVSAMQHQTViaTET 

GVEAAAASA1SVARTLIVFEVO0PFIFVLWO00HKFPVFK3RVYDPRA 

6) Sequence v^dl'acides amines contenant le site r€ac- 
tif du Cl-INH, qui s^identifie avec la formuie ci-apres : 

SIMEKLEFFDFSYDLNLCGLTEDPDLQVSAMOHOTVLELTET 
GVEAAAASAISVARTLLVFEVQQPFtrVLWDQQHKFPVFMGRVYDPRA 

20 7)Sonde pour le diagnostic precoce ou prenatal, au 

niveau de I'ADN genomique humain, du deficit qui cause la ma- 
ladie angioedeme her^ditaire <et qui s'identifie avec !• inser- 
tion du plasmide pHCl-INH/l qui repond a la formuie selon la 
revendication 3 ou avec une partie de la memje Insertion. 

25 8) Precede de preparation d*un clone d*ADN recombi- 

nant constitu^ par la sequence vis^e a la revendication 4. 

9) Proc^de de preparation de I'ADN recombinant co- 
dant pour le C1-1NH humain ou animal ou une prot^ine voisine 
de celui-ci, caracterise en ce qu*il comprend les etapes sui- 

30 vantes : • une premiere 6tape qui consiste li extraire 
I'ARK total de fragments de foie - une deuxi^me ^tape 
qui consiste _ & isoler !• ARIC polyad^nyl^ , par 
chroma tog raphie sur du Poly (U)-Sephadex, suivie d*€lution a 
42'C par du formamide a 50*; - une troisieme etape qui con- 

35 siste a denaturer I'ARN polyadenyle, par de I'hydroxyde de 
mithylmercure et a le Cractionner par sedimentation par un 
gradient isocin^tique de saccharose de 10 a 33* poids/volu- 
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- une q«.trle»e It.pe qui conslste * identifier les fr.c- 
t ons d'ARN qui .ont .nrlcbles en .essagers cod.nt pour le 

V'Z\' r ^ synthltiser de 

I'ADNc double-brin i partir d'une fraction d'ARH enricbie en 
ARN messagers codant pour le CI-INH. en rend.nt une extr#mlt« 
de 1 ADNc hon.opolymere et en !• integrant dans le vecteur pUC9 
h extr^mtl poly(dG), puis en Introduisant les plasmides re- 
combinants formes, dans des bact^ries E. coli comp^tentes; 
- une sixi^me Itape qui consiste i eribler les bact^ries qui 
possedent 1 ' infor,r.ation gln«tique nicessaire a la production 
du Cl-INH et a isoler les clones d'ADNc qui codent pour le 
C 1 ""INH • 



10) Procld^ selon la revendication 9, caract^rise 
en ce que le criblage des clones recombinants est r^alisl a 
I'aide d'un melange marqui de huit icosam^res synthltigues 
couvrant les amino-acides LVFEVOO, qui sont une partie 
du peptide sequence et positionne au site reactif du 
C1-inhibiteur humain, a proximite de I'extr^niite carboxyle de 
la prot^ine, lesguels icosameres synthetiques sont constitute 
par des oligonucleotides de formule A ci-apres • 

C-T-G-T/C-T-q-C-A-C-T/C-T-C-A/G-A-A-G-A-C-C-A"^ 

(A) 
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